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Mikrobioldgiai kutatisok a magyar gydgyszeripar fejlesztésére
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Summnrary

Ambrus, G Microbiological research for the
Hungarian pharmaceutical industry

A survey is presented on the last 50 years of biotechnclogical
R & D activities in the Institute for Drug Research, Budapest. In
the 1950s and 1960s this Instifufe played an important role in
the industry of antibiotics in Hungary, contributing to the devel-
opment of manufacturing processes for streptomycin, oxytetra-
cycline, neomycin and nystatine In the late 1950s a microbial
screening program was initinted, which led to the discovery of
several new antibiotics and the iselation of microorganisms pro-
ducing medicaily important, known antibiotics and other thera-
peutical agents of microbial ovigin from natural sources. In the
19705 and 198Gs the biotechnological research group elaborated
new industrial processes for the production of several antibacte-
rial antibiotics, such as gentmmycin C, sisomicin, fobramycin,
apramycin, kanmmycin B and mupirocin and the antitumor
antibiotic daunomycin In the last 15 years new processes have
been developed for manufacturing the immunosuppressants
cyclosporin A and mycophenclic acid and the hypocholes-
tervlemic agents mevinolin and provastatin as well as recombi-
nant hirudin, a thrombin inhibitor Research on steroid biccon-
versions has also been continved from the mid 19505 up to now
In the early 1960s manufacturing processes were developed for
the anti-inflammatory prednisolone and the anabolic drug
methandrostenolone  The results on microbial fransformations
(stereoselective reduction, hydroxylation) were utilized in the
synthesis of contraceptive drugs Since the mid 1960s several
new microbial processes have been discovered for the selective
side chain cleavage of natural sierols, resulting in various key
intermediates for the synthests of a wide variety of steroid drugs

Osszefoglalis

Az elmidlt 50 éoben a Gydgyszerkutatd Intézetben az antibio-
tikumok, a mikrobioldgiai eredefii enzim-inhibitorok és immun-
szuppresszénsok, valarint a szteroid biokonverzick kutatisa te-
riiletén elért eredményeket és ezek ipari hasznositdsdt mutatja be
a kizlemény

A Gydgyszerkutaté Intézet megalapitisatél
kezdve fontos szerepet jatszott a magyar antibio-
tikum kutatds megalapozdsaban és elgsegitette az
antibiotikum gydrtds kialakuldsat azéltal, hogy

kutatéi a szireptomicin, az oxitetraciklin, a
necmicin, a nisztatin és mds, az antibiofikumok
aranykordt képvisel§ gyégyszer hatéanyagok ha-
zai ipari elSéllitasaban jelentSs szerepet jtszot-
tak

Az antibiotikumn termelés modszereinek meg-
honositdsa és fejlesztése céljdbdl az intézeti mikro-
biolégiai kutatécsoport behatéan foglalkozott az
emlitett antibiotikumokat termeld Streplomyces t1-
zsek fiziolégidjanak tanuimanyozdsaval Igy, pél-

ddul az oxitetraciklint termeld Streptomyces rimo-
sus-ndl vizsgdltak a karbonkatabolikus represszié
hatdsat az antibiotikum képzddésre [1, 2] Ugyan-
csak részletesen tanulményoztik az eldgazd lancu
esszencidlis aminosavak metabolizmusénak szabé-
lyozasat a Streptomyces rimosus-ban, mert azt talal-
ték, hogy ez Osszefiiggésben van az oxitetraciklin
termeldképességgel [3, 4, 5] Az eldgaz6 lancd ami-
nosavak bioszintetikus anyagcsere tifjaira vonat-
kozo vizsgélataikat késébb kiterjesztették maés
mikroorganizmusokra, Pseudomonas aeruginosa-ra
€s Escherichin coli-ra is [6, 7]

1960-t61 egy széleskor mikrobioldgiai screening
programot inditottak az Intézetben, részben j anti-
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biotikumok felfedezésére, 1észben azzal a céllal,
hogy olyan taxondémiailag j mikroorganizmus to1-
zseket izoldljanak, melyek gyogyaszatilag értékes,
ismert hatdanyagokat termelnek. A programban
vizsgélt mikroorganizmusok természetes forrdsai-
nak kivélasztdsa Skologiai, talajtani, éghajlati ténye-
z8k gondos figyelembevételével tortént [8, 9, 10]

A screening program keretében szamos, kilon-
boz6 szerkezeti tipusba tartozd és eltér§ hatéds-
spektrumd 4j antibiotikum izoléldsdra kertilt sor
Ezek koziil a gombaellenes szeszkviterpén anti-
biotikum, a krotocin [11, 12], a baktérium elleni,
polién szerkezeti tipusd oleficin [13, 14, 15] és a
fém-kationokat hordozd pirrol-éter szerkezeti cso-
portba tartozé homoindanomicin [16] szerkezeti
képletét az 1. 4bran mutatjuk be.
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1 dbra Néhiny kivdlasztott antibiotikum szerkezete a
Gydgyszerkutatd Intézetben izoldlt 1f antibiotikionok koziil
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A screening munka sorédn az izolalt bioaktiv me-
tabolitok gyors, kémiai azonositdsanak megkdny-
nyitésére adatbazist létesitett Intézetiink a National
Cancer Institute-tal {Bethesda Md, USA) egyiift-
miikddve 1975-76-ban. Ez az adatbank, mely az In-
tézet antibiotikum kutatdsidnak korai, [yukkdrtya
rendszerii dokumentécids rendszerén alapult és
Bioactive Natural Product Database” néven valt
ismertté, magaban foglalja az Gsszes ismert bioak-
tiv, mikroorganizmusok altal, illetve tengeri orga-
nizmusok dltal termelt metabolitot, valamint a ma-
gasabb rendii névények és szarazfoldi allatok altal
bioszintetizalt antimikrobidlis, tumorgatlé és
antivirdlis hatéanyagokat [17, 18, 19]

Az adatbazisban jelenleg tébb mint 38 GC0 bio-
aktiv, természetes eredetii tetmék — ebbdl mintegy
22.000 mikrobiolégiai eredetii metabolit, 10000
novényekbdl, 5000 tengeri organizmusokbél és
1.000 szédrazfoldi allatokbdl szarmazd hatdanyag —
jellemzd adatai vannak 6sszegyiijtve. Az adatbé-
zis szadmitogéppel keresheté formdban tartalmaz-
za a termékek eredetét (termeld faj), fizikai és ké-
miai tulajdonsagait (beleértve az UV-szinképet},
bioiégiai aktivitdsat (antimikrobialis spekirum,
tumorgatld, illetve virus ellenes hatds adatok), far-
makoldgiai és toxikologiai tulajdonségait

A 80-as években az adatbézis antibiotikumokza
vonatkozé része kényvsorozat formdjiban lett

- publikélva [20] Eveken at az adatbank a mér pub-

likalt metabolitokra vonatkozd 13 adatokkal, vala-
mint az djonnan leirt vegyuletekkel folyamatosan
ki lett egészitve és 1987-t6l a tudomanyos kutatok
szémdara hozzéférhetévé valt a Medimpex-tdl
megrendelhetd szolgaltatdsként

Mikrobiolégiai screening programunk kereté-
ben jelenleg 1ij makrolid szerkezetli angiogenezis
inhibitorok kutatdsaval foglalkozunk, melyek tu-
morok metasztazisainak kifejlédését gatoljak [21]
E kutatdsi programban a Semmelweis Orvostudo-
maényi Egyetem 1. Patholdgiai és Kisérleti Rakku-
tat6 Intézetével miikddiink egytitt.

Az 1ij mikrobioldgiai eredetii hatéanyagok kuta-
tasdval parhuzamosan, a magyar gyogyszeripar el-
vérasainak eleget téve biotechnoldgiai kutato-fejlesz-
16 tevékenységlink nagyon jelentds részben, ismert,
terdpidsan fontos antibiotikumok és nagy értékii, is-
mert mikrobioldgiai eredetti gydgyszerek gazdasa-
gos, 1j elGallitasi eljarasainak kifejlesztésére irdnyult

A magyar antibiotikum termeléshez valé hoz-
zdjarulasunkat az elmult harom évtizedben az I

tiblazatban foglaltuk dssze.
I. tiblizat

Széles antibakterialis spekirumd
aminogliikozid-antibiotikumoek

gentamicin C komplex
sziszomicin
tobramicin
kanamicin B
apramicin

Helyi alkalmazasu, baktérium ellenes antibiotikum

mupirocin

Tumorgatlé antibiotikum

daunomicin

Finomvegyszerként haszndlt antibiotikumok

aktinomicin D
mifzamicin
oligomicin
tiosztrepton
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2 dbra. A gentamicin antibiotikum-komplex iij komponensei Si};p tomyces  coerulescens

A 70-es években aminoglikozid-antibioti-
kumokkal kapcsolatos kutatdsaink eredménye-
ként (j gydrtasi eljardst fejlesztettink ki tobb szé-
les spektrumt antibiotikum, a humadn gyégyészat-
ban alkalmazott gentamicin C-komplex {22, 23], a
sziszomicin [24, 25], a tobramicin [26, 27], vala-
mint az dllatgydégydszatban, illetve stilyhozam
novelésben haszndlt apramicin és kanamicin B
[26] elééllitasdra. Ezeket az eljazdsokat a Chinoin
¢és a Biogal Gydgyszergydrak hasznositottdk anti-
biotikum termeléstikben

A fenti aminoglikozid-antibiotikumok gydrtasi
technolégidjinak kifejlesztése sordn szémos uj,
minorkomponensként jelentkezd antibiotikumot
izolaltunk A 2. dbrdn a gentamicin-komplexbdl el-
kiilénitett Gj komponensek képletét lathatjuk [28].

Az aminoglikozid-antibiotikumok fermentéaci-
0s eldallitasi eljdrasainak kifejlesztéséhez dj kro-
matografids [29] és mikrobiolégiai [30] médszere-
ket dolgozott ki kutatGesoportunk a fermentle-
vekben 1év§ antibiotikum-komplexek vizsgalata-
1a és komponenseik mennyiségi meghatdrozasa-
ra.

A mikrobioldgiai screening programunk elsg
szakaszaban aktinomiceta torzsek tenyészetébdl
izoldltunk antibiotikumokat. A 80-as évek kdze-
pén antibiotikumot termeld baktériumok izolala-
sdra inditottunk kutatdsi programot 1987-ben
izolaltunk egy pszeudomonsav antibiotikum-
komplexet termeld baktérium térzset és késsbb
fermentdci6s eljardst fejlesztettiink ki a mupirocin
antibiotikum ipari el§dllitdsdra, amely a f§ kom-
ponense a pszeudomonsav-komplexnek [31, 32]

térzset Errdl a fajrol korab-
ban nem volt ismeretes, hogy daunomicint termel
[33]. A daunomicinnek és e térzs altal termelt me-
tabolitjainak képletét a 3 4bra mutatja Az
antraciklin szerkezeti tipusu antibiotikumok kuta-
tasat folytatva a 80-as években eljardst dolgoziunk

£ OCH, O Daunomicin

3. dbra. A daunomicinnek és metabolitjainak eloallitdsa
Streptomyces coerulescens-szel
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micetdk, baktériumok és fonalas gom-
bék termeldképességének fokozasdra az
MIA Biolégiai Kutatokdzpont Geneti-
kai Intézetével ¢és a Szegedi Egyetem
Mikrobiolégiai Tanszékével egyiitimi-
kddve.

Az elmult harom évtizedben intenziv

o]

CH; kutatds folyt vildgszerte a gydgydszat

legkiilonboz8bb teriiletein alkalmazha-
t6 1j, mikrobiologiai eredetti gyogysze-
e rek felfedezésére Az els, nagyjelentd-
ségii eredményt a Sandoz gydgyszer-
véallalatnal érték el a ciklosporin A
immunszuppresszans felfedezésével,
mely szervatiltetéseknél az Gj szerv
befogadasat teszi lehetvé a szervezet
immunreakcidinak cstkkentésével

Mikrobioldgiai screening tevékenysé-
giinkre alapozva a 80-as évek kdzepén
kutatasi fejlesztési programot inditot-
tunk mikrobiolégiai eredetil immun-

ki a daunomicin el$éllitisdra. A daunomicin a
doxorubicin rédkelleni gyégyszer szintézisének
kulcsintermedierjeként keriilt hasznositasra.

Ugyancsak kifejlesztettiink fermentdcids eljara-
sokat az aktinomicin D, a mitramicin, az
oligomicin és a tiosztrepton elGéllitasara Ezeket
az antibiotikumokat részben Intézetiink kisérleti
tizeme, részben a Reanal Finomvegyszergydr
gyartotta és az utobbi forgalmazta finomvegyszer-
ként

Kutatécsoportunk 1j genetikai médszereket
(protoplasztfazid, in vifro rekombinécids technikdk)
[34, 35, 36, 37] vezetett be a tradiciondlis mutagén
kezelések mellett az antibiotikumot termeld aktino-
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5. dbra A mevinclin mikrobicldgiai dialakitdsa

szuppresszansok el@éllitdsdra 1988-
ban kifejlesztettiink egy 1j, gazdasdgos eljarast a
ciklosporin A ipari termelésére [38, 39], melyet az-
Ota a Biogal Gyogyszergyarban hasznositanak.

1995-ben a mikofenolsav motfolinoetilészter-
szdrmazékat a Syntex-Roche cég forgalomba hoz-
ta immunszuppresszdnsként, melyet a ciklosporin
A-val kombindlva veseéatiiltetéseknél alkalmaz-
nak A mikofenolsav a guanin bioszintézis inhibi-
tora és ennek’ folytdn baktérium és gomba elleni
hatdsa is.Antibiotikum screening programunk-
ban izoldltunk egy mikofenolsavat termel$ fona-
las gomba torzset, mely taxondmiailag, faji szinten
kilonbozik az ismert mikefenolsavat bioszinte-
tizald gombaktél Az elmult harom évben kidol-
goztunk egy gazdasidgos mikofenolsav gydrtasi
eljardst az altalunk izolalt és termel&képes-
ségében genetikailag fejlesztett torzzsel [40].

Jelenieg a mikofenolsav biokonverziés mdd-
szerrel 16rtén6 modositasdval foglalkozunk, azzal
a céllal, hogy dj, megndvelt hatdstt mikofenolsav
metabolitokat allitsunk el§ Kisérleteink sordn azt
tapasztaltuk, hogy az aromds gytirtin [év§ metil-
csoporton, a laktongy(rtin és az oldallancon is
megfigyelhetd hidroxilezés a mikofenolsav mole-
kuldjdn, tovabba a karboxilcsoport amidalasa és
glitkozid képz&dés is észlelhetd Streptomyces tor-
zsekkel végzett dtalakitdsok sordn, amint az a 4
dbrdn lathato [41]

A 80-as évek végén a mikrobiolégiai eredetii
koleszterin bioszintézis inhibitorok véltak a terd-
pidsan legértékesebb csoportjdva az atherosclero-
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sis kezelésére alkalmazott gydgyszereknek Az el-
muilt évtizedben kutatdesoportunk nagyon inten-
ziven foglalkozott olyan 1 eljardsok kidolgozésa-
val, melyekkel gyégydszatilag fontos, ismert ko-
leszterin bioszintézis-inhibitorok 4allithaték eld
Elgszor kifejlesztettiink egy gazdasdgos, 1j fer-
mentdcids eljardst a mevinolin el8dllitdsdra [42].
Eljardsunkat a Biogal Gyogyszergyér hasznositja
Uj mevinolin-szdrmazékok mikrobiolégiai el6-
allitdsaval is foglalkozott kutatécsoportunk E
munkanak egy 1észét, a mevinolin mikrobioldgiai
atalakitdsat Absidia coerules gombatdrzzsel az 5. db-
ra mutatja [43]. Ez a fonalas gombatorzs két termé-
ket dHit el mevinolinbdl, az egyik biolégiailag ak-
tiv termék képzddésénél a mevinolin 2-es helyze-
t{i metilcsoportjat hidroxilezi a gombatdizs, elimi-
ndlja a 2-metil-butilészter-csoportot és egytttal a
mevinolin egyik gylirtijét aromatizdlja A masik
metabolit, az ugyancsak hatdsos 3,5-dihidroxi-
‘szarmazék, a 4a,5-epoxi-szdrmazék képz&dését
kévetden viz felvétellel jon létre.

A koleszterin bioszintézis inhibitorok kutatési
programjat folytatva, 4j eljdrdst fejlesztettink ki a
mevinolinndl szelektivebb hatasti és kevésbé toxi-

kus pravasztatin, 2. generdciés koleszterin-szint
csokkentd gydgyszer eidallitdsara.
Kutatécsoportunk el6szir egy 1 fermentdcids
eljardst dolgozott ki a pravasztatin kulcsinterme-
dierjének, a kompaktinnak el§allitdsara [44, 45],
melybd] mikrobiolégiai konverziéval nyerhet§ a
pravasztatin. 16bb ezer, természetes forrdsokbol
izolalt gomba és aktinomiceta térzzsel kiséreltitk
meg a kompaktin hidroxilezését A 6. dbrin latha-
t6, hogy a kompaktin tébb pozicidéban, mind a
biciklusos 1észen, mind a 2-metilbutiril-oldallan-
con hidroxilezhetének bizonyult E program soran
sikertlt kivalasztanunk olyan fonalas gomba, illet-
ve actinomiceta fajokhoz tartozd torzseket, me-

-lyekrél kordbban nem volt ismert, hogy a kom-

paktint pravasztatinnd tudjak atalakitani [46, 47]
A B0-as évek végén kutatécsoportunk, koopera-
cidban az MTA Biologiai Kézpont Genetikai Inté-
zetével, 4 eljarast fejlesztett ki a trombin inhibitor,
rekombindns hirudin  eléallitdsara [48] U
expresszios és szekrécids rendszert dolgoztunk ki a
rekombindns hirudin bioszintézisére Saccharomyces
cerevisiae és Saccharomyces bayanus gazdaorganiz-
musokban A pidca véralvadast gatld hirudin-kom-
plexébél a legak-

OH
Nao;:g Na0OC
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¢ H o “H
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HCTY o OH — ue™ %o H

CHs . CHa
@/ -

kompaktin Na-sd
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6. dbra A kompaktin mikrobioldgiai hidroxilezése
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tivabb HV-1 jeld,
65 aminosavbdl
allé peptid-kom-
ponens deszul-
fatdlt-szdr-
mazékanak
szintetikus dton
eldallitott génjét
expresszaltuk
. OH Az eljirds sordn
a rekombindns
hirudin a fer-
mentlébe szek-
retalédik és on-
nan nagy tiszta-
sédgban jzolaltuk
a gazdaorganiz-
mus karboxi-
peptiddz enzim-
jeinek hatdsara
kis mennyiség-
ben keletkezd
melléktermé-
kektdl valo elva-
lasztds utan [49]
A deszulfdto-hi-
rudin expresszié-
jat megvaldsitot-
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tuk Escherichia coli-ban és Streptomyces lividans-ban
is [48]

Az 50-es évek kbzepén Wix Gyirgy kezdemé-
nyezésére indult mikrobiologiai kutatds intéze-
tiinkben az ipari szteroid-gydgyszer szintézisek ta-
mogatésdra. Az intézetiinkben kidolgozott sztero-
id biokonverzids eljarasok koézil eldszor az 1,4~
androsztadién-3,17-dion 6sziron-szintézis interme-
dier progeszteronbdl val6 elGéllitisa valosult meg
Fusarium caucasicum gombatdrzs alkaimazasaval a
Richter Gedeon Vegyészeti Gyarban 1959-ben. Is-
meretes volt kordbban, hogy kiilénbdzé fonalas
gombatorzsek képesek a progeszteront 1,4-
androsztadién-3,17-dionnd és 17a-oxa-D-homo-
1,4-androsztadién-3,17-dionnd lebontani. Az inté- -
zeti kutatdknak a nem kivant 17a-oxa-D-homo-1,4-
androsztadién-3,17-dion képzSdését elfidézs oxi-
déciét B-naftolnak a fermentléhez vald adagoldsa-
val sikeriilt meggatolniuk és az 1,4-androsztadién-
3,17-diont j6 hozammal el$allitaniuk [50, 51]. Az
1,4-androsztadién-3,17-dion fermentlébdl torteénd
izolaldsa sordn megfigyelték, hogy az 1,4-androsz-
tadién-3,17-dion és a B-naftol kiillonbdzG olddsze-
rekben 1:1 ardnyt molekulavegyiiletet képez. Ez a
megfigyelés jol hasznosithaté volt az 1,4-androsz-
tadién-3,17-dion tisziitdsdban [52] A molekuléris
komplex szerkezetét rontgen-krisztallografiaval
vizsgaltuk és azt taldltuk, hogy a B-naftol hidroxil-

csoportja erds hidrogén kotéssel linedrisan kapcso-
16dik a szomszédos szteroid molekula 3-as helyze-
ti konjugdalt karbonil-csoportjdhoz [53].

Az 50-es évek végén a hidrokortizon, a 9a-
fluor-16a-hidroxi-hidrokortizon és a metiltesz-
toszteron Al-dehidrogénezése iparilag nagyon ér-
tékes fermentacids eljarasokka valtak a gyulladas-
gatld és az anabolikus hatast gyogyszerek eléalli-
tdsdban Nem sokkal ezt kivetden kutatdcsopor-
tunk gazdasdgos Al-dehidrogénezési eljardsokat
fejlesztett ki a prednizolon és a metandroszteno-
lon gydrtdsdra a 3-oxo-szteroid-A'l-dehidrogenaz
indukcidjaval és a termék-gatlas felfiiggesztésével
[54, 55] Gyors analitikai médszereket is kidolgoz-
tak, melyek elGsegitették a Al-dehidrogénezési el-
jardsok fejlesztését a termékek fermentlében vald
felhalmoz6dédsanak folyamatos kdvetésével [56,
57, 58].

Mind a hdrom eljards a Richter Gedeon Gyar-
ban keriilt alkalmazésra. A prednizolon és a met-
androsztenolon, Nerobol® néven a gyar tradicio-
ndlis termékeivé valtak

Tébb mikrobiolégiai szteroid-hidroxilezési el-
jardst kidolgoztak intézetiinkben, néhanyat ezek
kéziil réviden ismertetek.

A progeszteron lla-hidroxilezése Rhyzopus
nigricans gombatdrzzsel, melyet Peterson és
Murray 1952-ben kozélt, volt az elsd iparban hasz-

nalt mikrobioldgiai
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7. dbra. A noretiszteron mikrobioldgiai dtalakitdsa

hidroxilezési eljaras La-
boratériumunkban en-
nek a mikroorganiz-
musnak az immobilizalt
sejtjeit alkalmaztik a
fenti hidroxilezésre
1959-ben [59] Ez a
mddszer egy koraj pél-
déja az immobilizalt en-
zimekkel végzett reak-
cidknak.

A 70-es évek elején ku-
tatdesoportunk  kiilon-
btz  fogamzasgatlok
mikrobiolégiai hidroxi-
lezésével foglalkozott
abbél a c¢élbdl, hogy
ezekbsl 4j - -bieaktiv
metabolitokat dllitson
el6. A 7 dbrin a nor-
etiszteron mikrobiolégiai
hidroxilezését mufatom
be A noretiszteron mole-
kuldfanak kiilénbozé po-

OH
+C=CH

HO
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8 dbra A 13p-etil-4-gonén-3,17-dion hidroxilezése Fusarium nivale és Mortierella pusilla

a Smith-Torgov szinté-
zis mddositdsaval [65].
Ez utdbbi szintézis ra-
cém 19-norszteroidok-
hoz vezet Gibian és
mtsai e szintézisnek a
természetes szteroidok-
hoz vezetd véltozatit
dolgoztak ki, a szintézis
prokirélis, tn. szekodi-
on kulcsintermedierjét
sziereoszelektiv mikro-
biolégiai redukcigval
egy Uj, optikailag aktiv
intermedierré alakitva.
Mikiobioldgial kutaté-
csoportunk is részlete-
sen tanulmdnyozta e
kules-intermedier mik-
robiolégiai redukeidjs-
nak lehet8ségeit, e mun-
ka eredményeit a 10 db-
rdn foglaltuk 6ssze El-
méletileg négy optikai—

gesztodan

ziciiba sikeriilt hidroxilcsoportot beépiteni nagy-
szamit gomba és baktérium térzzsel kisérelve meg
a biokonverziét [60, 61, 62] Az 4] biokonverzids
termékek koziil az la-hidroxi-noretiszieront vizs-
gélva azt talaltuk, hogy erds fogamzdsgdtld hat4-
su, gatolja a megtermékenyitett pete bedgyazdda-
sét a méhbe [60/a].

E munka sordn nyert kisérleti tapasztalatainkat
alkalmazva késébb egy hidroxilezési eljardst dol-
goztunk ki Fusarium nivale gombatorzzsel a
150-hidroxi-13f-etil-4-gonén-3,17-dion el54llitds4-
ra, amely a gestoden fogarfizdsgatld gydgyszer
szintézisének kulcsintermedierje [63] Az eljdrds
kidolgozasara végzett kisérleteket a 8. dbrin fog-
laltuk dssze.

A 9 dbra mutatja a gydgydszatilag értékes
szivglitkozidnak, a digoxinnak az Intézetiinkben
kidolgozott elsallitasat lanatozil A-bdl Streptomy-
ces purpurascens alkalmazdsival {64] Ez az eljdrés
12B-helyzet(i hidroxilezést, valamint az acetil-cso-
port és a gliikdz szerkezeti elemek lanatozid A-161
valo lehasitasat foglalja magédba.

A 70-es években Toldy Lajos vezetésével az inté-
zeti szterold kutatécsoport 4j gazdasdgos totdl-
szintetikus eljdrast dolgozott ki a norgeszirel fo-

lag aktiv alkohol-izo-
mer keletkezik, ha a szekodion ciklopentdn gytizti-
jén lév6 ketoncsoportjaibél monohidroxi-szar-
mazékokat allitunk el redukci6val Gibian és mitsai
mikrobiolégiai redukciéval a 2 és 3 jelii alkohol
szdrmazékokat &llitottdk els, amelyekben az djon-
nan keletkezett kirdlis centrumok S-konfiguracié-
jiak Kutatdécsoportunk azt taldlta, hogy e két al-
kohol-izomeren kiviil a 4 és 5 jelii alkohol szérma-
zékok is el§allithatdk kémiai és enzimatikus reak-
ciék kombindciéjaval A 2 és 5 alkohol-izomerek
savas gylriizdrdsa természetes szteroidokhoz,
mig a 3 és 4jelii alkohol szdrmazékok savas keze-
lése ent-szteroidokhoz vezet [66]

A B0-as évek dta a szteroid gydgyszerek tobbsé-
gének ipari szintézise szitoszterinbéi mikrobiolé-
giai oldalldnc eltdvolitdssal képzéds biokonver-
zids termékekbdl, mint kulesintermedierekbél in-
dul ki A szterinek szelektiv oldalldncanak eltédvo-
litdsdra irdnyuld kutatdsok a 60-as években kez-
dddtek, amikor mar eldre lathat6 volt, hogy az 4l-
taldnosan haszndlt szintézis kiindulési anyag, a
dioszgenin hamarosan mar csak korlétozottan fog
rendelkezésre 4llni a novekv§ szteroid ipar szdma-
ra.

1965-ben kutatécsoportunk 1ittérs munkdt vé-
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9. dbra Szivgliikozidok mikrobicldgiol dtalakitisa

I X

HO
OH H

Mycobacterium phlei-vel vég-
zett biokonverzidval. Ebbena
mikrobiolégiai atalakitdsban
a szterdanvéz felhasitdasat ki-
valtd 9Ya-hidroxiliz enzim
gatlasaval sikeriilt elejét ven-
ni a vdz lebomldsdnak E
kulcsenzim  miikédésének
meggatldsat §-hidroxikino-
linnak a fermentléhez vald
hozzdaddsaval sikeriilt elér-
ni. Amint az a 11 d4brdn latha-
to, eljirdsunkkal a koleszte-
1in, a szitoszterin és az ergo-
szterin készségesen atalakit-
haté volt 1,4-androsztadién-
3,17-dionnd, az Osztron szin-
tézisének intermedierjévé
167, 68, 69]

A 70-es években 1jj eljdrdso-
kat fejlesztettink ki az
androgén és anabolikus
gyogyszerek és a spironolak-
ton szintézisében hasznosit-
haté kulcsintermedier, a
dehidroepiandroszteron elé-

1.pTsOH Mycobactenum
2 hiel
@0 W y
CHs0 CH30
1 ACzO/Py
2 NaBH4
0 OH
Saccharomyces Saccharomyces
drosophylarum bayanus
CH,0 - CHy0
- 1
T AcOfPy 1
pTsOH
2 NaBHy 2 Cr0s
OH \ o)
Nocardia sp. ﬁ 1. pTsOH
2 Ci0; Cr03 2
HyO CHA0" CHyO
7 5 8

10 dbra Nat- és ent-13B-etil-gondn-szdrmazékok elédllitdsa 13-ekil-3-metoxi-
8,14-szeko-1,3,5(10),9(11 )fgomztetr‘aénkl4,1_7—dionbél

gezve ezen a kutatasi teriileten kifejlesztette egyi-
két az els6 mikrobioldgiai eljardsoknak a természe-
tes szterinek oldallancdnak szelektiv lebontdsdra

allitdsara. Azt talaltuk, hogy
a természetes szterinek 3-alkiléter
szdrmazékainak [70] és 3-kar-
bamoil-szarmazékainak oldalldnca
[71] szelektiven lehasithatd szterin-
lebontd mikobaktériumokkal En-
nek az az oka, hogy a 3-oxo-1,4-
dién-szerkezetli A-gytiirtihdz veze-
t§ bakterialis metabolizmus, mely
eldfeltétele a szteranvaz lebomla-
sdnak, a védd&csoportok jelenléte
miatt nem alakuihat ki. A biokon-
verzié utdn a véddcsoportok kémi-
al eltdvolitdsaval képzddik a de-
hidroepiandroszteron Eljarédsain-
kat a 12 dbrdn mutatjuk be
A 70-es évek elsd felében a Searle
és az Upjohn gydégyszervallalatok
kutatocsoportjai egy masik madd-
szert fedeztek fel a szterdnviaz le-
bomldsdnak kivédésére.. Ezek a
kutatécsoportok mutagén kezelés-
sel olyan mutdnsokat szelektaltak
szterinlebontd baktériumokbd,

amelyek elvesztették 9a-hidroxildz és/vagy Al-
dehidrogendz aktivitisukat Ezen enzimek hid-
nydban a mutdnsok nem bontottdk le a szteran-



52 Acta Phaimaceutica Hungarica

2001. mdarcius

pos

koleszterin

f\t< o]
K. phlei
bl

=
§-hidroxi- P
HO kinolin o]
szitosztean 1 4-androsztadién-3 17 dion
'j_(
HO

ergoszterin —

I1. dbra lermészetes szterinek biokonoverzidia
1,4-androsztadién-3,17-dionnd Mycobacterium phlei-vel

]
M. phigi
—_—
CH,0 CHyO" a
1 Agz0, HCIO,
2 NaOH EtCH
Q
HO"
KOR EtOH . -
. [o]
M. phlei
——————l
M. smegmatis
M lacticola
H;NEO HZNEO
0 [s]

12 dbra Dehidroepiandroszteron-eléillitdsa természetes
szterinekbol

vdzat Ennek az elvnek az alkalmazasaval Intéze-
tiink kutatécsoportja 1jj szitoszterin biokonverzids
eljarasokat fejlesztett ki a 4-androsztén-3,17-dion
€s a Yo-hidroxi-4-androsztén-3,17-dion elgallitiss-
ra, melyek az androsztdnvizas vegyiiletek, ill
kortikoszteroidok szintézisében hasznalhaték
kulcsintermedierekként. Ezeket az eljdrdsokat a
Richter Gedeon Vegyészeti Gydrban ipari méret-
ben megvalésitottdk és hasznositjak [72, 73, 74].
Kutatécsoportunk  bekapesolédott kiilénbozé
természetes szterinek oldalldnc-lebomlasi mecha-

nizmusanak kutatdsdba, f6ként az oldallinc le-
bomlds kezdeti lépéseinek a vizsgéalatdba [75, 76,
77, 78] Tanulméanyoztuk a lanc végén, a 26-0s
szénatomon bekévetkezd mikrobiolégiai hidroxi-
lezés sztereokémai lefolydsat Rontgen krisztallog-
rdfidgs vizsgdlatokkal kimutattuk, hogy a sztig-
masztan vazas szterinekben (szitoszterin, sztig-
maszterin) a 26-0s szénatomon végbemend
ralis centrum keletkezik a prokirdlis 25-6s helyze-
til szénatomon. Ezzel szemben az ergosztanvdzas
szteroidok (ergoszterin) esetében a ldncvégi
hidroxildcié S-konfigurdcioji kirdlis centrumot
hoz létre a 25-0s helyzetii szénatomon Ez a meg-

. figyelés azzal a ténnyel magyarazhatd, hogy a

sztigmasztdn-, illetve az ergosztinvdzas szteroi-
dok esetében az oldallancban, a 25-6s szénatom
szomszédsdgédban elhelyezked§ 24-es helyzetii ki-
ralis szénatom konfigurdcidja kiilonbézs.

A szitoszterin biokonverzidjaval a 13 dbrdn lat-
haté, nagyszamu, részlegesen lebontott oldallédnct
mikrobioldgiai dtalakitasi terméKet allitottunk el
olyan genetikailag médositott mikobaktérium to:-
zsekkel, melyeket szterinlebonté mikobaktéri-
umok auxotréf és antibiotikim rezisztens mutén-
saibol protoplasztok képzésével és fuzidjdval alli-
tottunk eld [79] A lebontési termékek oldallédncai
a lanchosszban és a lancon 1évé funkcionalis cso-
portokban kilénboznek egymastol

Tanulményoztuk pregnédnszarmazékok 13j szin-
tetikus elSallitAsanak lehet8ségeit a szitoszterinbd)
részleges oldallinc lebontdssal nyert 17(20)-
dehidro-23,24-dinorkolédnsavakbed Kifejlesztet-
tink egy Uj eljdrdst a 17(20)-dehidro-23,24-di-
norkoldnsavak katalitikus oxidativ dekarboxilezé-
sére 16-dehidro-20-oxo-pregnan-szdrmazékokka
hidrogén-peroxiddal, molibdat, ill. wolframét io-
nok jelenlétében ligos-vizes kizegben végzelt re-
akcidval [80]

A 40-es évektdl a dioszgeninbdl iparilag elGalli-
tott 16-dehidro-20-oxo-pregnan-szarmazékokat
széles korben kiilénbézd ipari szteroidszintézisek
kulcsintermedierjeiként alkalmazzak Uj eljdra-
sunk {gy hasznos eszkoézt szolgéltatott az iparilag
értékes pregnan-szarmazékok szitoszterinbél kiin-
duld szintézisére.

Ugyancsak kidolgoztunk egy 4j szintézist a
17a-hidroxi-20-oxo-pregnan-szdrmazékok 17(20)-
dehidro-23,24-dinorkoldnsavakbél valé el&allita-
sara. Ezt a szintézist, amelyben a 9a-hidroxi-3-
0x0-23,24-dinorkola-4,17(20)-dién-22-savat hasz-
néltuk kiinduldsi anyagként, a 14. dbrdn mutatjuk
be



2001. méarcius

Acta Pharmaceutica Hungarica 53

————
Mycobacterium
mutansok es
rekombindnsok
HO
szitoszterin R{=H vagy OH
R,
b T, X
. CHOH CHO
Q

COOH

/

T
bl

jj.coocri3
I\HC:OOH

ICHEOH
T

13. dbra. A szitoszterin mikrobioldgiai dtalakitdsa részlegesen lebontott
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14 dbra 17e-hidroxi-20-0xo0-pregnin-szdrmazékok szintézise 17(20)-
dehidro-23,24-dinorkolin-22-savakbol

A szintézis elsS lépésében kettdsko-
tést képezilink a 3(11)-helyzetben a Sa-
hidroxil-csoport elimindciéjaval. Ezutdn
17a,20-epoxid-szdrmazékot allitottunk
eld egy 1égid és sztereoszelektiv oxidaci-
ot alkalmazva hidrogénperoxiddal, piri-
dinben, WO7 ionok jelenlétében Majd a
karboxil-csoportot epoxiacil-azid szdr-
mazékka alakitottuk dt egy vegyes an-
hidrid intermedieren keresztiil Ennek
az epoxiacil-azid szdrmazéknak Curtius
atrendezédése epoxiizocianat interme-
dierten At 17¢-hidroxi-4,9(11)-preg-
nadién-3,20-dionhoz vezetett, mely a
hidrokortizon szintézis elényds interme-
dierje [81]

Maés gyulladasgatlok és progesztativ
hatdsi gyogyszerek elédllitasahoz valéd
alkalmazdshoz tovabbi intermediereket
pl. 17a-hidroxi-4-pregnén-3,20-diont, és
17a-hidroxi-1,4,9(11)-pregnatrién-3,20-
diont is elgdllitottunk a fenti szintézi-
siinkkel a megfelel§ 23,24-dinorkolan-
vizas szarmazékokbdl [82]

Az elmult években a molekuldris bio-
logial eszkoztar nagymérvii bdviilése
megalapozta a mikobaktériumok gene-
tikai manipuldcigjat, mely tobb alkalma-
zott céllal torténhet. Az elsd ilyen cél or-
vosi voit, amelyet az a tény magyaraz,
hogy mikobaktériumok az okozéi a vi-
lag két legfontosabb bakteridlis betegsé-

-+ gének, a tuberkulézisnak €s a lepranak

A mikobaktériumok genetikai manipu-
ldldsanak mésik gyakorlatban hasznosit-
hatd céljaként felvetdddit benniink,
hogy a Kkiilénbéz8 nem patogén
mikobaktériumokkal végzett ipari szfe-
roid biokonverzids eljdrdsokat tovibb
fejlessziik e médszerrel.

Abbél a célbdl, hogy tanulmaényoz-
zuk a mikobakteridlis szterin-oldallanc
lebontas molekuldris genetikai hatte-
rét, kapcsolatba léptiink a Norwich-i
(Anglia) John Innes Kutatdsi Centrum
David A. Hopwood professzor dltal ve-
zetett Genetikai Intézetével Jekkel An-
tonia és Tobias Kieser kodzos kutatomun-
kdval a pALS000 Mycobacterium fortui-
tum plazmidbdl és a plJ666 Escherichia
coli plazmidbél eldallitottdk a pYUB12
ingdzé plazmidvektort (15 dbra) Ez
volt az els§ klénozd plazmidvektor,
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15 dbra A pYUBI2 ingdzd plazmid vektor
restrikcids térképe

amelyet mikobaktériumokban alkalmaztak [83,
84].

1994-ben a Pasteur Intézetben el@éllitottdk a
Tné6ll franszpozont hordozé, pCG79 jeli, hdmér-
séklet szenzitiv plazmidot és nagyszdmu inszer-
cids mutaciét hoztak 1étre Mycobacterium smegma-
tis-ban ezzel a plazmiddal. Kutatdcsoportunk
megkisérelte a pCG79 jelii plazmidot szterint at-
alakité mikobaktérium torzsek mutagenezisére
hasznalni Inszercidés mutins kényvtirat hozott
létre szitoszterint hasznosité Mycobacterium simeg-
matis és Mycobacterium phlei torzsekben Azt ta-
pasztaltuk, hogy a transzpozon a mikobaktérium
kromoszéma killénb6z§ helyeire integralodik és
stabil kointegrdtumot hoz létre, mely harom pél-
danyét tartalmazza az inszercids elemeknek. A
pCG79 plazmid 4ltal medialt Tn6ll transzpozon
inszercié alkalmazdséval befolydsolni lehetett a
szterin lebontdsi anyagcsere 1t szabdlyozdsdban
szerepet jatszo gének aktivitasdt, oly médon, hogy
a géneket egyidejiileg a transzpozonnal megjeldl-
tiik A Mycobacterium smegmatis-nak egy olyan
inszerciés mutdnsdt haszndlva, amelyben a 9a-
hidroxildz enzim aktivitds blokkolédott, klénozni
tudtuk, majd szekvenéltuk a 9a-hidroxilaz enzim
génjét [85] A Mycobacterium phlei-b8l ugyancsak
sikeriilt inszercids mutansokat nyerni, ezek részle-
gesen bontottdk le a szifoszterin oldalldncat 23,24~
dinorkoldn-szérmazékokat halmozva fel a tenyé-
szetben, mivel a tovabbi lanclebontds enzimatikus

lépései a mutdnsokban géatolva voltak Feltételez-
ziik, hogy a szitoszterin lebontdsi anyagcseredt
molekuldris genetikai hétterének jobb megértése
hozza fog jarulni a szitoszterin oldalldnc lebontds
ipari hasznédlatban lév$ eljdrdsainak tovabbi fej-
lesztéséhez

Intézetiink biotechnolégiai kutatécsoportja f6
célianak tekintette, hogy a magyar gyogyszeripar
fejlédéséhez és sikeres tevékenységéhez, lehetdsé-
geihez mérten hozzajaruljon. E torekvést intéze-
tiink mindenkoti vezetése, kiilondsen Vargha Lisz-
l6 és Tdng Tibor igazgatdk hathatésan tamogattdk
Kutatécsoportunk eredményei a gydgyszergya-
takban dolgozé kollégékkal valé szoros egyiiit-

-miikédésben valdsultak meg Az antibiotikumok

és a mikrobioldgiai titon szintetizalt méds gydgy-
szerhatéanyagok (koleszterin-szintet csékkentd
enziminhibitorok, immunszuppresszansok) eldal-
litasara kifejlesztett eljardsaink nagyobb részét a
Biogal Gydrban alkalmaztdk, ipari hasznositdsuk-
ban Pélya Kilmdn szerepét szeretném kiemelni. A
szteroid-biokonverzids eljéxeisain._l‘{ ipari hasznosi-
tésa elsGsorban Pillich I ajos fémérnoknek volt ko-
szonhetd, aki az 50-es években fermentdcids iize-
met létesitett a Richter Gyérban, hogy szintetikus
szteroid gyodgyszergyartasuk mikrobiolégiai eljd-
rdsokkal kiegésziilhessen
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